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zadrţavanja i koncentracije kiseline, kako bi se dobila tekuća faza za uzgoj mikroorganizama, 
s visokom koncentracijom fermentabilnih šećera i malim udjelom inhibitora fermentacije. 
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5 minuta zadrţavanja i 0,5 % H2SO4. U prethodno navedenim uvjetima zabiljeţene su i 
najmanje koncentracije inhibitora fermentacije (furana, mravlje kiseline, octene kiseline i 
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Goriva su tvari (plin, krutina ili tekućina) koje izgaraju da bi proizvele toplinu i 
energiju. Od ranih goriva kao što je drvo, ĉovjeĉanstvo se kroz povijest oslanjalo na goriva za 
poboljšanje i odrţavanje kvalitete ţivota (grijanje, kuhanje, zaštita, industrija itd.). Kasnih 
1700-tih kopanje ugljena, proizvodnja ulja, zemnog plina (fosilna goriva) i drugih goriva više 
kalorijske vrijednosti od drva, oznaĉili su poĉetak industrijske revolucije i masovne 
proizvodnje (Hinshaw i sur., 2014.). Kroz dvjestotinjak godina, materijali i metode crpljenja, 
odnosno iskorištavanja ovih vrsta goriva iznimno su se unaprijedili. Danas su 81,2 % ukupnih 
korištenih goriva fosilna goriva. Transport, industrija, ekonomija i samim time kvaliteta 
ljudskog ţivota postala je usko vezana na dostupnost fosilnih izvora goriva (Schobert, 2013.; 
TWB, 2016.; Moan i sur., 2007.). Sa svjetskom populacijom od nešto više od 7,4 milijardi 
ljudi (Anonymous 2) i uvijek rastućom potrebom za naftom i ostalim fosilnim gorivima, 
nagaĊa se da takva praksa neće biti odrţiva u vremenu duţem od 200 godina za ugljen, a još 
kraći rok predviĊa se za ostale izvore (Agarwal, 2007.). Zbog iscrpljivosti izvora ovih goriva, 
u svijetu se ukazala potreba za pronalaskom drugog, odrţivog rješenja ovog problema. Kako 
su za 76 % emisija CO2 u atmosferi odgovorna fosilna goriva (EPA, 2010.), stvorio se 
globalni trend razvoja metoda za smanjenje stakleniĉkih plinova i efekata globalnog 
zatopljenja. Intenzivna istraţivanja i napredak u razvoju solarnih ćelija i vjetroelektrana, kao i 
korištenje nuklearne energije smanjili su pritisak na eksploataciju fosilnih goriva, no ne nude 
rješenje goriva za primjenu u transportu zbog nemogućnosti primjene ili ekonomske 
neisplativosti u tom podruĉju (Pimentel, 2008.; Ashok, 2009.) 
Biogoriva (bioetanol, biodizel, bioplin) su goriva proizvedena iz obnovljivih sirovina, 
koja su se pokazala obećavajućim kao zamjena i dodatak fosilnim gorivima u raznim 
podruĉjima, pogotovo za primjenu u transportu, pošto 2/3 CO2 emisija potjeĉe upravo iz 
transporta (Wyman, 1996.). Biogoriva mogu biti tekuća, ĉvrsta ili plinovita i uglavnom se 
proizvode iz biljnih sirovina (bilo sirovina prehrambene industrije kao šećerna trska i kukuruz 
ili njihovih otpadaka), no meĊu sirovine za proizvodnju se još ubrajaju biljna ulja, ţivotinjsko 
gnojivo te ţivotinjska mast I. i II. kategorije (otpadni proizvod prerade mesa koji nije 
namijenjen za ljudsku upotrebu ; EBTP, 2006.; Ashok, 2009.). Paţnju u razvoju biogoriva 
privlaĉi upravo bioetanol kao dodatak klasiĉnim gorivima koji omogućuje bolje izgaranje 
zbog povišenja oktanskog broja goriva te smanjenje emisija CO2 i smoga zbog dodavanja više 
kisika tijekom izgaranja. Bioetanol se dobiva fermentacijskim procesima iz biomase, koja se 
definira kao biorazgradivi dio proizvoda, otpada ili ostataka iz poljoprivrede, šumskog otpada 
te industrijskog i gradskog otpada (Rezić, 2012.). U današnje vrijeme bioetanol vlada trţištem 
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te iznosi 94 % ukupnog svjetskog biogoriva sa SAD-om i Brazilom kao vodećim svjetskim 
proizvoĊaĉima (Jäger i sur., 2012.) MeĊutim, bioetanol se primarno proizvodi iz zrna 
kukuruza ili šećerne repe koji su ujedno i izvori hrane (1. generacija biogoriva) ĉime se 
povećava njihova cijena, a i ĉinjenica da su potrebne velike površine za uzgoj kako bi 
proizvodnja bila isplativa dovodi u pitanje odrţivost ovakve sirovine za bioetanol kao i 
legitimitet bioetanola kao zelenog goriva.  
Iz gore spomenutih razloga te drugih socioekonomskih i politiĉkih razloga, 
istraţivanje biogoriva se okreće prema lignoceluloznim izvorima. Lignocelulozna biomasa 
sastoji se od celuloze, lignina i hemiceluloze (Tabac, 2009.) te se moţe sagledati kao otpadna 
sirovina poljoprivrede i nekih industrijskih procesa (Rezić, 2012.). Pošto ona ĉini veliki 
postotak otpada spomenutih industrija, predstavlja nov i odrţiv naĉin zbrinjavanja otpada bez 
negativnih utjecaja na druga trţišta (Mabee i sur., 2008.)  
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2.1 Biogoriva 
2.1.1  Općenito o biogorivima 
Biogoriva su jednostavna za korištenje, biorazgradiva, obnovljiva i netoksiĉna za 
okoliš i ljude. Pojam biomasa podrazumijeva obnovljive izvore energije te u smislu 
proizvodnje biogoriva obuhvaća bilo kakav biljni otpad (Ashok, 2009.). Dijeli se na drvnu 
biomasu, biomasu energetskih usjeva (brzo rastuće drveće), nedrvnu (alge i trave) i na otpatke 
iz poljoprivrede (slama, šećerne i škrobne sirovine ; Rezić, 2012.). Ovisno o tipu korištene 
biomase, biogoriva se mogu podijeliti u tri glavne skupine: biogoriva prve generacije - 
šećerne i škrobne sirovine, biogoriva druge generacije - lignocelulozna biomasa te biogoriva 
treće generacije - iz biomase algi (Mabee i sur., 2008.). 
 
2.1.1.1 Biogoriva prve generacije 
Sirovine za proizvodnju biogoriva prve generacije odnose se primarno na biljnu 
biomasu koja je ujedno i izvor ljudske i ţivotinjske hrane. Šećerne sirovine su podrijetlom iz 
šećerne trske i repe, dok su škrobne većinom iz ţitarica kao što su kukuruz i pšenica (Walker, 
2012.). Od sirovina, šećerna repa i trska imaju najveći potencijal upravo zbog svojih lako 
dostupnih šećernih komponenti. Kako one ukljuĉuju fruktozu i glukozu (monosaharidi) te 
saharozu i druge disaharide, fermentacija u etanol se moţe provoditi uz minimalnu prethodnu 
obradu. Sirovina se samelje do ţeljene veliĉine, kako bi joj se povećala površina za 
razgradnju enzimima te se u nekim sluĉajevima dodaju enzimi koji zapoĉinju razgradnju do 
jednostavnih šećera (Schobert, 2013.). Enzimski sustavi mikroorganizama (invertaze kod triju 
najĉešće korištenih mikroorganizama: kvasca, E. coli i Z. mobilis) lako razgraĊuju saharozu 
na glukozu i fruktozu te ih fermentiraju u alkohol i CO2 (Balcu i sur., 2011.; Kennedy J. F. i 
sur., 2006.). Škrobne sirovine kao kukuruz i pšenica sadrţe visoki udjel škroba kojeg je 
potrebno procesima ţelatinizacije, likvefakcije i ošećerenja enzimski ili kiselinski razgraditi 
do glukoznih komponenti kako bi ih mikroorganizmi mogli upotrebljavati (Lazić i sur., 
2004.). Potreba za enzimima i precizno kontroliranje uvjetima kiselinske hidrolize ĉine ovaj 
proces fermentacije škrobnih sirovina dugotrajnijim i skupljim u usporedbi s proizvodnjom iz 
šećernih sirovina. MeĊutim, usprkos nekim nedostacima, proizvodnja biogoriva prve 
generacije i dalje predstavlja, iako neetiĉko i moţda nemoralno, najisplatljivije rješenje 
smanjenja upotrebe fosilnih goriva unutar sve tri generacije biogoriva (Walker, 2010.). 
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Upravo se iz ovih razloga najviše proizvode goriva iz kukuruza (SAD ; AFDC, 1991.), 
pšenice (Europa ; IBTS, 2006.) te šećerne repe ili trske (Brazil ; GAIN, 2003.). 
 
2.1.1.2 Biogoriva druge generacije 
Kad bi SAD zamijenio sav benzin s 10 %-tnim etanolom, 46 % svih kukuruznih 
usjeva bi bilo korišteno za proizvodnju biogoriva (Walker, 2010.). Ĉinjenica da se koriste 
velike koliĉine sirovina za proizvodnju znaĉajnijih koliĉina biogoriva, ne daje prednost 
biogorivima proizvedenim iz šećernih i škrobnih sirovina (prva generacija). Iz tog su se 
razloga za proizvodnju biogoriva poĉele koristiti sirovine druge generacije. Ovakve sirovine 
ne ukljuĉuju prehrambenu biomasu (ţitarice) već primarno lignocelulozne ostatke 
poljoprivredne industrije (kukuruzovina, slama, ostatke u preradi šećerne trske) i šumsku 
biomasu. Sama sirovina je jeftina i dostupna u velikim koliĉinama što smanjuje potrebu za 
posebnim zbrinjavanjem. MeĊutim, ograniĉavajući faktor pri proizvodnji biogoriva iz 
lignoceluloznih sirovina je zahtjevna predobrada koja prethodi fermentaciji. Razlog tome jest 
kompleksna i otporna struktura lignoceluloznih sirovina koja se sastoji od promjenljivih 
udjela celuloze, hemiceluloze i lignina, koju je potrebno razgraditi da bi se dobio lako 
fermentabilni supstrat. Ukoliko se u predobradi koriste kemikalije kao kiseline ili baze, 
postiţe se bolja razgradnja sirovine, no sam proces moţe dovesti do nastanka nusprodukata 
razgradnje koji mogu inhibirati i tako usporiti proces (organske kiseline i ketoni), dodatno 
oteţavajući predobradu i fermentaciju ovakvih sirovina do etanola. Za razliku od biogoriva 
prve generacije iz šećernih i škrobnih sirovina, biogoriva druge generacije ne utjeĉu na porast 
cijene prehrambenih proizvoda i samim time ne pridonose ekonomskim i posljediĉno tome 
društveno - politiĉkim nestabilnostima kako razvijenih tako i nerazvijenih regija svijeta, no 
dodatni postupci u proizvodnji ipak poskupljuju proces (Blaschek i sur., 2010.).  
 
2.1.1.3 Biogoriva treće generacije 
Biogoriva ovog tipa baziraju se na korištenju do sad još relativno novog izvora u ovom 
podruĉju, algi. Alge ĉine koncept proizvodnje biogoriva iz biomase zanimljivim zbog 
ĉinjenice da kultivacija u ovu svrhu nije zahtjevna te da su prinosi mnogo veći u usporedbi s 
kopnenim biljkama (Eijsink i sur., 2012.). One takoĊer mogu koristiti razne izvore ugljika te 
mogu rasti ĉak i u otpadnim vodama (Anonymous 3, 2010.; Arora i sur., 2015.). Alge 
predstavljaju raznoliku skupinu prokariotskih i eukariotskih, jednostaniĉnih i višestaniĉnih 
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organizama razliĉite kemijske strukture (Arora i sur., 2015.). SmeĊe alge (Phaeophyta) sadrţe 
visoke udjele ugljikohidrata kao alginata (30 - 40 % suhe tvari), laminarina ili manitola koji se 
relativno lagano mogu konvertirati u fermentabilne šećere i koristiti za proizvodnju bioetanola 
(Eijsink i sur., 2012.). MeĊutim, pokušaj korištenja algi kao sirovine za proizvodnju biogoriva 
većinom je zaustavljen 2013. nakon 200.000 ispitanih sojeva algi i utrošenih 100 milijuna 
USD u ĉetverogodišnjem zajedniĉkom istraţivanju kompanija Exxon mobil i Synthetic 
Genome uz zakljuĉak da biogoriva proizvedena iz algi neće biti ekonomski isplativa još 25 
godina (Anonymous 4, 2016.).  
 
2.1.2 Bioetanol 
Bioetanol je, za razliku od etanola proizvedenog iz petrokemijskih sirovina, alkohol 
nastao anaerobnim procesom fermentacije jednostavnih šećera pomoću mikroorganizama, od 
kojih su se najuspješnijima pokazali kvasac Saccharomyces cerevisiae te bakterije 
Escherichia coli i Zymomonas mobilis (Dien, 2003.). Molekulske formule C2H5OH i 
molekulske mase od 46,07 g mol
-1
 etanol je bezbojna, lako hlapiva, zapaljiva tekućina 
karakteristiĉnog mirisa sa ledištem pri -117 ºC i vrelištem pri 78 ºC koja se lako miješa s 
vodom. Pripada alkoholnoj skupini organskih spojeva s karakteristiĉnom hidroksilnom 
skupinom (Wyman, 1996.). 
Bioetanol predstavlja najveći volumetrijski udjel svih goriva proizvedenih biološkim 
procesima, s godišnjom proizvodnjom od 100 milijardi litara (od tog su najveći SAD s 50 
milijardi i Brazil s 35 milijardi litara godišnje). Visok oktanski broj (99 - mjera otpornosti 
goriva na predizgaranje) ĉini etanol pogodnim za veću kompresiju (ukoliko se koristi u 
motorima kao mješavina s benzinom) što za posljedicu ima veću snagu i manju potrošnju (10 
- 20 %) u usporedbi s klasiĉnim benzinom. Osim kao gorivo u automobilima i nekim lakim 
zrakoplovima, anhidridni oblik etanola se koristi u sintezi terc-butil-etil etera (dodatak 
gorivima) i polietilen tereftalata (PET) za proizvodnju ambalaţa (Walker, 2010.). U medicini 
se etanol koristi kao antiseptik i protuotrov pri trovanju metanolom i etilen glikolom, dok ga 
dobra polarnost ĉini vrlo pogodnim organskim otapalom u farmaceutskoj i kozmetiĉkoj 
industriji. Kao prekursor, etanol se koristi u sintezi octene kiseline i acetaldehida, a u novije 
vrijeme u sintezi jednostjenĉanih ugljikovih nanocjevĉica koje imaju potencijal u proizvodnji 
elektriĉne energije (Mayatulikhma i sur., 2013.).  
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Kako se bioetanol proizvodi iz uzgojene biomase, a njegovim se izgaranjem oslobaĊa 
tek dio CO2 osloboĊenog izgaranjem fosilnih goriva, on se moţe smatrati CO2 neutralnim 
gorivom koje ne pridonosi emisiji stakleniĉkih plinova. MeĊutim, proizvodnja bioetanola iz 
primarnih sirovina nije odrţiva jer zahtjeva veliku površinu za uzgoj kultura što se prema 
nekim autorima osigurava krĉenjem šuma (Gao i sur., 2011.). Trendovi u biotehnološkoj 
proizvodnji biogoriva ukazuju na sve veću popularnost korištenja sekundarnih sirovina. 
Lignocelulozna biomasa ĉini tek manji postotak ukupne cijene bioetanola proizvedenog iz 
ovih sirovina (manje od 40 %), za razliku od bioetanola dobivenog iz primarnih sirovina (oko 
80 % ; Walker, 2010.). Zato proizvodnja iz sekundarnih sirovina uz unapreĊenje 
biotehnoloških i kemijskih metoda ima potencijal za smanjenje troškova proizvodnje (s 
otprilike 0,5 USD/dm
3
 na 0,12 - 0,36 USD/dm
3, dok se kod šećerne trske trošak kreće od 0,18 
- 0,32 USD/dm
3) uslijed povećanog iskorištenja cjelokupnog procesa. 
 
2.1.3 Biobutanol 
Butanol je bezbojni, zapaljivi alkohol kemijske formule C4H10O i molekulske mase 
74,12 g mol
-1
 sa ledištem od -89,8 ºC i vrelištem od 117,7 ºC (Dürre, 2007.). Biobutanol se 
proizvedi u acidogenskom putu bakterija od kojih se najĉešće koriste Clostridium 
acetobutylicum, C. beijerinckii i C. saccharoperbutylacetonicum (Liu i sur., 2013.).  
Butanol kao gorivo ima znaĉajan broj prednosti kao što su mogućnost korištenja u 
ĉistom obliku ili kao mješavina s benzinom, nepotrebna modifikacija postojećih motora kako 
bi koristili butanol, visoki oktanski broj i smanjena emisija NOx pri sagorijevanju (Black i 
sur., 2007.), visoka viskoznost, nizak tlak para, manja korozivnost u odnosu na mješavinu 
etanola i benzina i visoki energetski sadrţaj. Osim kao nadomjestak benzinu, butanol se 
koristi i kao otapalo u proizvodnji boja, ekstraktant u sintezi antibiotika, hormona i vitamina, 
dodatak sredstvima za ĉišćenje, sastojak u parfemima te kao intermedijer u proizvodnji butil-
akrilata i butil-acetata (sintetski okus voća ; Gupta i sur., 2013.). 
Iako se klasiĉno proizvodi anaerobnim ABE procesom iz šećernih sirovina u kojem su 
uz butanol sintetizirani još aceton i etanol, cijena procesa, nizak prinos i inhibicija procesa 
produktom sprijeĉili su znaĉajan prodor biobutanola na trţište zbog nemogućnosti takmiĉenja 
sa sintetiĉki proizvedenim butanolom (Oxo procesom ; EBTP, 2006.). Da bi biobutanol 
mogao biti konkurentan potrebno je promijeniti tip sirovine (proizvodnjom iz lignoceluloznih 
materijala zbog manje cijene), ubrzati ABE proces te smanjiti troškove svakog stupnja 
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procesa (García i sur., 2011.). Otkrićem soja klostridija TU - 103 moguće je smanjiti stupanj 
predobrade lignoceluloznih sirovina na samo mehaniĉko usitnjavanje zbog mogućnosti 
bakterije da razgradi ovakav tip sirovine uz normalne prinose butanola (Anonymous 5, 2011.) 
i tako smanjiti cijenu proizvodnje. Biobutanol se trenutno proizvodi u SAD-u, UK-u, Kini, 
Kanadi i Švicarskoj te se cijena proizvodnje kreće oko 0,28 USD/dm3 (Ramey i sur., 2004.). 
 
2.1.4 Biodizel 
Biodizel je smjesa metil ili etil estera dobivenih transesterifikacijom masnih kiselina 
podrijetlom iz biljnih i ţivotinjskih masti i ulja s niskomolekulskim alkoholima. Ovakav 
proizvod ima fizikalno - kemijske karakteristike kao gustoću, viskoznost, hlapivost i cetanski 
broj (sklonost prema samozapaljenju) puno sliĉnije klasiĉnim gorivima nego drugim 
biogorivima (Mousdale, 2008.). Samim time, biodizel se moţe miješati u raznim omjerima s 
klasiĉnim dizelom i upotrebljavati u dizelskim motorima bez potrebe za ikakvom 
modifikacijom motora (najĉešće u omjeru do 20 %). Ĉisti biodizel (100 %-tni) je netoksiĉan, 
biorazgradiv te se spaljivanjem oslobaĊa 86 % manje stakleniĉkih plinova (osim NOx) u 
usporedbi s dizelom proizvedenim iz nafte (Anonymous 6, 2016.; EPA, 1970.). Dok je za 
potrebe ĉuvanja bioetanola potrebno preinaĉiti postojeće tankove, što doseţe cijene od 100 
000 USD po tanku, biodizel se moţe ĉuvati kao klasiĉno gorivo i ne zahtjeva posebnu 
infrastrukturu (Ashok, 2009.). S druge strane, kristalizacija biodizela pri niskim 
temperaturama moţe zaĉepiti filtere motora što ga ĉini neprihvatljivim kao ĉisto gorivo. Isto 
tako, kvaliteta biodizela ovisi o vrsti ţitarice korištene za proizvodnju, gdje se postiţe 
ujednaĉenija kvaliteta uzgojem vrsta u monokulturi što moţe uĉiniti ţitaricu više podloţnom 
parazitima i bolestima (Demirbas, 2008.). 
Trenutno se u SAD-u biodizel najviše proizvodi iz sojinog ulja te je 2014. godišnja 
proizvodnja nadmašila 4,5 milijardi litara, što je pola milijarde litara manje nego u 2013 
(USDE, 1991.). MeĊutim, zbog povećane potraţnje za sojinim uljem u prehrambenom 
sektoru, cijena litre biodizela veća je za 0,20 USD u odnosu na prošlu godinu te iznosi 0,88 
USD/dm
3
 što je više od dva puta skuplje od bioetanola. (USDA, 2016.).  
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2.1.5 Bioplin 
Iako je bioplin primarno smjesa metana (CH4) i ugljikovog dioksida (CO2) u 
relativnom omjeru 70:20, ovisno o sirovini iz koje se proizvodi u njemu mogu biti prisutni 
sumporovodik (H2S), dušik (N2) i vodik (H2 ; Abbasi i sur., 2011.). Bioplin nastaje 
anaerobnom razgradnjom organskog materijala metanogenom fermentacijom iz spojeva koji 
sadrţe metilnu skupinu (npr., acetat i amini) i H2 te iz CO2 i H2. Bakterije odgovorne za ove 
reakcije pripadaju skupini metanogenih bakterija i ukljuĉuju Methanococcus sp., 
Methanosarcina sp. i Methanospirillum sp. (Dragiĉević, 2015.). Supstrati za metanogene 
bakterije variraju od poljoprivrednih ostataka, kućnog organskog otpada i algi, do otpadne 
vode i gnojiva. Sam kemijski proces razgradnje organskih sastojaka do metana se odvija i 
prirodno u probavnom traktu preţivaĉa, a metanogene bakterije mogu biti prisutne u 
moĉvarama i u rudnicima gdje reduciraju CO2 i H2 do metana (Dragiĉević, 2015.). 
Prednost bioplina, osim što je obnovljiv izvor energije i ne zagaĊuje okoliš, je u tome 
što se njegovom proizvodnjom potpomaţe ĉišćenje okoliša i voda (ĉvrsti i tekući otpad su 
supstrati). Iako se većina energije potrebne za proizvodnju uglavnom troši na odrţavanje 
odgovarajućih uvjeta za mikroorganizme, proizvedeni bioplin se moţe takoĊer koristiti u tu 
svrhu, kao gorivo za zagrijavanje postrojenja ili proizvodnju energije, ĉime se dalje smanjuje 
trošak proizvodnje (Anonymous 7, 2009.). Tekući biometan djeluje i kao potencijalno gorivo 
za automobile (IGU, 2015.).  
S druge strane, problemi prijenosa procesa u veće mjerilo, neĉistoće i nestabilnost 
plina dovode u pitanje prikladnost i ekonomiĉnost korištenja bioplina (Nijaguna, 2002.).  
Trenutno je najveći svjetski proizvoĊaĉ bioplina Njemaĉka sa 10 786 bioplinara (EBA, 2015.) 
koje godišnje proizvode oko 27 TWh struje, dok Švedska predvodi u proizvodnji biometana 
kao tekućeg goriva (1,303 GWh u 2014. ; Wagner, 2015.).  
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2.2 Lignocelulozna biomasa 
2.2.1 Općenito o lignoceluloznoj biomasi 
 Pod pojmom lignocelulozna biomasa podrazumijeva se biomaterijal preostao nakon 
prerade drva i proizvodnje papira (komadići drva, piljevina, papirna pulpa), poljoprivredni 
materijal (ostaci slame, kukuruzovina i kukuruzni oklasci) te ĉvrsti gradski otpad. U kontekstu 
proizvodnje bioetanola, lignocelulozna biomasa se odnosi prvenstveno na drvnu biomasu 
(biljke i drveće). Ona se sastoji od celuloze, hemiceluloze i lignina, molekulskih formula 
C6H10O5, C5H8O4 i C6H11O2 (Walker, 2010.; Emptage i sur., 2006.), ĉiji se udjel komponenti 
u biomasi razlikuje ovisno o sirovini iz koje potjeĉe. Dok se celuloza i hemiceluloza mogu 
hidrolizirati do fermentabilnih šećera i iskoristiti u proizvodnji bioetanola, lignin nije moguće 
prevesti u supstrat za fermentaciju (Walker, 2010.).  
  
 
 
 
 
 
Slika 1. Shematski prikaz staniĉne stjenke lignocelulozne sirovine (Doshi i sur., 2016.) 
 
2.2.2 Sastav 
2.2.2.1 Celuloza 
Celuloza je glavna strukturalna komponenta staniĉnog zida biljaka, ujedno i 
najzastupljeniji prirodni polimer koji ĉini 40 - 50 % ukupne suhe mase biomase. Homo-
polisaharid je ponavljajućih β-D-glukopiranoznih jedinica povezanih preko hidroksilnih 
skupina C1 i C4 atoma β-glikozidnim vezama (Hadar, 2013.; Bajpai, 2016.) s prosjeĉnom 
molekulskom masom od 100 000 Da. Celuloza je polimer sastavljen od lanaca glukoznih 
jedinica koje tvore kontinuirani lanac celuloze, povezanih u kristaliĉne ploĉe, što je moguće 
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zbog linearnog strukturnog karaktera. Zajedno, celulozni lanci (20 - 300) povezani su u 
mikrovlakna koja povezana tvore celulozna vlakna (Bajpai, 2016.). Vaţnost vodikovih veza 
ovdje dolazi do izraţaja jer su upravo preko njih celulozne molekule povezane u slojeve koji 
su opet meĊusobno povezani vodikovim mostovima preko hidroksilnih skupina monomera 
(glukoze ; Navi i sur., 2012.). Celulozna vlakna obavijena su hemicelulozom.  
 
 
 
 
 
 
Slika 2. Shema celuloznih slojeva (Anonymous 1, 2013.) 
 
 
 
 
 
Slika 3. Molekulska struktura celuloze (Anonymous 1, 2013.) 
 
2.2.2.2 Hemiceluloza 
Hemiceluloza je prirodni polimer, kemijski vrlo razliĉit od celuloze te ĉini 20 - 35 % 
mase suhe tvari. Visoko je razgranati hetero-polisaharid molekulske mase ispod 50 000 Da 
(Wyman, 1996.). Sastoji se od pentoznih šećera - ksiloza i arabinoza; i heksoza - glukoza, 
manoza i galaktoza. Tip prisutnih šećera ovisi o vrsti sirovine, a najrašireniji oblik je ksilan 
(Bajpai, 2016.; Schobert, 2013.). Glavni lanac hemiceluloze se moţe sastojati od samo jednog 
tipa monomera (npr. ksilana) ili razliĉitih jedinica (npr. glukomanana, glukoza+manoza). 
Tako se okosnica ksilan hemiceluloze sastoji od 1,4-β-D-ksilopiranoze povezanih 1,4-
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glikozidnim vezama, dok poboĉni ogranci mogu sadrţavati 4-O metilglukuronsku kiselinu 
(uvijek prisutnu) ili galaktozu (Chen, 2014.). Razgranatost hemiceluloze ĉini strukturu 
amorfnom, zbog ĉega se ona lakše hidrolizira kiselinom nego celuloza (Hadar, 2013.; 
Anonymous 1, 2013.). Hidrolizom ovih polimera dobiju se glukoza i ksiloza koje se mogu 
fermentirati u etanol.  
 
 
 
 
Slika 4. Struktura ksilana (Hamid i sur., 2014.) 
 
 
 
 
 
 
Slika 5. Struktura glukomanana kao poboĉnog lanca (Hamid i sur., 2014.) 
 
2.2.2.3 Lignin 
 Lignin je kompleksni polimer, visoke molekulske mase koji doprinosi mehaniĉkoj 
ĉvrstoći drvenastih biljaka i otpornosti protiv patogena unakrsno povezujući sekundarni 
staniĉni zid lignoceluloznih sirovina. Tvori zaštitni sloj oko molekula celuloze i hemiceluloze 
te ih štiti od razgradnje. Lignin se sastoji od 3D mreţe hidroksiliranih, mono- i di- 
metoksiliranih te nemetoksiliranih derivata fenilpropanskih jedinica koji se razlikuju u 
supstituentima na 3. i 5. poziciji (Slika 7.), odnosno p-kumaril, koniferil te sinapil alkohola 
(Dimmel i sur., 2010.; Schobert, 2013.). Kao i celuloza i hemiceluloza, postotak lignina u 
staniĉnom zidu varira izmeĊu razliĉitih tipova biljaka (ĉini otprilike 15 - 20 % mase suhe 
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tvari) i znaĉajno smanjuje djelotvornost razgradnje celuloze i hemiceluloze (Bajpai, 2016.). 
Iako je netopiv i otporan na djelovanje kemikalija, štiteći na taj naĉin celulozu i hemicelulozu 
od enzimske razgradnje, lignin se moţe ukloniti iz sirovine procesom predobrade (Ćurić i 
sur., 2008.). Takav se moţe koristiti kao makromonomer u proizvodnji poliuretana i poliestera 
procesom polikondenzacije alifatskih i fenolnih hidroksilnih skupina (Hu, 2002.). Lignin ima 
raznovrsnu svrhu u industriji te se koristi kao efektivno ljepilo pri proizvodnji biorazgradive 
plastike, keramike i stakloplastike, kao dodatak cementu za smanjenje udjela vode i kao 
emulsifikator u pesticidima i bojama (Stewart, 2008.).  
Slika 6. Struktura lignina (Dimmel i sur., 2010.)  
 
 
 
 
 
 
 
Slika 7. Monomeri lignina (Dimmel i sur., 2010.) 
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Tablica 1. Detaljan sastav pšeniĉne slame prema Boe i sur. (2007.) 
 
 
 
 
 
2.3 Metode predobrade lignocelulozne sirovine 
 MeĊu problemima proizvodnje biogoriva je odrţivost procesa fermentacije sirovina u 
bioetanol. To ukljuĉuje odabir pogodnog tipa sirovine (šećerna ili lignocelulozna), odabir 
izvora sirovine i metodu proizvodnje. Idealno, proizvodnja biogoriva trebala bi ukljuĉivati 
lignoceluloznu sirovinu, lako dostupnu, visokog prinosa, s visokim udjelom celuloze i 
minimalnim udjelom lignina (Hadar, 2013.). Ovakva sirovina bila bi jeftina i lako razgradiva 
te bi uz odgovarajuću metodu predobrade osiguravala visoku koncentraciju šećera za 
fermentaciju. Ostali kriteriji ukljuĉuju dugoroĉnu dostupnost sirovine ujednaĉene kvalitete, 
trţišnu cijenu sirovine, vrstu organizma, ekonomsku isplativost procesa i potrebnu 
infrastrukturu (Rezić, 2012.) 
 Predobrada je proces kojim se lignocelulozna biomasa prevodi iz prirodnog oblika, 
nepristupaĉnog celulazama, u oblik na kojem je moguća enzimska hidroliza (Ashok, 2009.). 
Netretirana biomasa je strukturno vrlo otporna na djelovanje enzima zbog svoje kristaliĉnosti, 
prisutnosti lignina te moguće acetilacije ksiloze u hemicelulozi (hidrolizom se dobiju produkti 
koji inhibiraju proces fermentacije). Neke vrste gljiva iskazale su znatnu mogućnost 
uklanjanja lignina prilikom predobrade te se zbog ekonomskih i ekoloških razloga koriste kao 
zamjena za fizikalne/kemijske procese predobrade (Dumonceaux i sur., 2013.). Pogodnim 
odabirom metode predobrade se generalno nastoji ukloniti lignin, smanjiti kristaliĉnost 
celuloze, povećati poroznost sirovine, povisiti mogućnost nastanka šećera hidrolizom 
Komponenta Udjel (%) [w/w] 
Glukan 37,5 
Ksilan 21,7 
Arabinan 2,7 
Galaktan 1,6 
Manan 0,6 
Lignin topiv u kiselini 2,9 
Lignin netopiv u kiselini 16,4 
Proteini 4,7 
Pepeo 6,3 
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sirovine, izbjeći gubitak ugljikohidrata i nastanak inhibitora uslijed razgradnje (Barrett i sur., 
2009.).  
 Postoji široki raspon metoda predobrade, a na tip obrade direktno utjeĉe ţeljeni sastav 
hidrolizata lignocelulozne biomase. Općenito, metode predobrade se dijele na fizikalne, 
kemijske, fizikalno-kemijske i biološke metode. Alternativna podjela klasificira ih prema tipu 
faze u kojoj se nalaze celuloza, hemiceluloza i lignin, (i) sve tri komponente u jednoj fazi; (ii) 
hemiceluloza u tekućoj fazi, a celuloza i lignin u ĉvrstoj fazi; (iii) lignin i hemiceluloza u 
tekućoj fazi, celuloza u ĉvrstoj fazi; i (iv) sve tri komponente u drugaĉijim fazama (Wyman, 
1996.). 
 
2.3.1 Fizikalna predobrada 
Fizikalnom predobradom se osigurava povećanje kontaktne površine i pora sirovine za 
djelovanje enzima, smanjenje stupnja polimerizacije te se ujedno smanjuje kristaliĉna 
struktura celuloze uslijed hidrolize i djelomiĉno (ili potpuno) razgraĊuje hemiceluloza 
(Bajpai, 2016.). Metode fizikalne predobrade ukljuĉuju mljevenje, zraĉenje (gama zrake, 
ultrazvuk i UV), ekstruziju, ekspanziju, pirolizu, obradu parom i SO2 (Ashok i Barrett, 2009.). 
Nedostaci metoda fizikalne predobrade sirovina su velike varijacije cijene i uspješnosti same 
predobrade te smanjeno uklanjanje lignina u usporedbi s ostalim metodama (Mousdale, 2008.; 
Ashok, 2009.; Barrett i sur., 2009.).  
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Slika 7. Mikroskopska slika pšeniĉne slame, A) prije predobrade i B) nakon predobrade 
(Jäger i sur., 2012.) 
 
2.3.2 Fizikalno-kemijska predobrada 
 Fizikalno-kemijska predobrada obuhvaća eksploziju vodenom parom ili CO2, te 
obradu vrućom vodom i amonijakom. Prednosti ovog tipa predobrade ukljuĉuju minimalnu 
nuţnu uporabu kemikalija (ukoliko se sama predobrada ne vrši kao kombinacija npr. 
eksplozije vodenom parom uz dodatak kiseline kao katalizatora razgradnje) i niţe energetske 
troškove u usporedbi s fizikalnim metodama, dok su joj nedostaci nepotpuno uklanjanje 
lignina kod sirovina s višim postotkom lignina i mogućnost pojave inhibitora fermentacije 
ovisno o intenzitetu predobrade (Bajpai, 2016.; Barrett i sur., 2009.). 
  
A
) 
B
) 
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2.3.3 Kemijska predobrada 
 Oksidativna delignifikacija vodikovim peroksidom, ozonom ili kisikom, obrada 
kiselinom/luţinom su samo neke od kemijskih metoda predobrade kojima se postiţe 
povećanje kontaktne površine, efektivno uklanjanje lignina, hemiceluloze i smanjenje stupnja 
polimerizacije (Ashok, 2009.). Kemijskom predobradom se postiţe vrlo uspješna razgradnja 
lignocelulozne sirovine, no korištenje agresivnih kemikalija, njihova cijena i potreba za 
neutralizacijom sirovine nakon predobrade dodatno tehnološki i ekonomski opterećuju proces 
(Rezić, 2012.). 
 
2.3.4 Biološka predobrada 
 Cilj biološke predobrade sirovina je korištenje mikroorganizama (fungi i bakterija) za 
hidrolizu lignoceluloznog supstrata što osigurava delignifikaciju, hidrolizu celuloze i 
smanjenje stupnja polimerizacije. Najĉešće se koriste gljive bijele truleţi (Phanerochaete 
chrysosporium, Pycnoporus cinnabarinus, Cyathus stercoreus), koje uglavnom razgraĊuju 
celulozu i lignin, i smeĊe truleţi (Coniphora puteana, Postia placenta), koje uglavnom 
razgraĊuju celulozu (Barrett i sur., 2009.). Gljive bijele truleţi su se pokazale najboljima u 
razgradnji lignoceluloznih sirovina (Fan, 2011.), a razgradnja se odvija pomoću specifiĉnih 
peroksidaza i lakaza. Istraţivanja se usmjeravaju prema genetskom modificiranju ovih tipova 
gljiva kako bi se sprijeĉila nepotrebna razgradnja holoceluloze (celuloza i hemiceluloza) i 
poboljšala specifiĉnost razgradnje lignina (Carrere i sur., 2015.). Od bakterija se koriste 
Zymomonas mobilis i bakterije iz porodice Lactobacillaceae. Singh i sur. (2008.) istraţivali su 
efektivnost razgradnje ostataka šećerne trske bakterijama i gljivama te ih usporeĊivali na 
temelju C/N omjera potrebnog za razgradnju. Omjer C/N vaţan je parametar u predobradi jer 
o njemu ovisi uspješnost razgradnje lignocelulozne sirovine. Gljive imaju veći C/N omjer 
(30:1) od bakterija (10:1), što znaĉi da su općenito sposobnije razgraĊivati lignocelulozne 
sirovine zbog manje ovisnosti metabolizma o dušiku (Carrere i sur., 2015.). Prednosti ovih 
metoda su mali utrošak energije u usporedbi s fizikalnim i fizikalno kemijskim metodama, 
efikasnost predobrade, odsutnost agresivnih kemikalija koje bi mogle oštetiti opremu i mali 
utjecaj na okoliš (Arora i sur., 2012.; Barrett i sur., 2009.).  
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3.1 Materijali 
3.1.1 Sirovine  
 Lignocelulozna biomasa korištena u ovom radu bila je pšeniĉna slama s 92,8 % suhe 
tvari, podrijetlom iz Hrvatskog Zagorja. 
 
 
 
 
 
Slika 8. Pšeniĉna slama usitnjena mlinom ĉekiĉarom 
 
3.1.2 Kemikalije 
Tablica 2. Ĉistoća i podrijetlo kemikalija za pripravu otopina i standarda korištenih u 
eksperimentima 
Kemikalija Čistoća ProizvoĎač 
celobioza p.a. Molekula, UK 
glukoza p.a. Kemika, Hrvatska 
ksiloza ≥99 %, za biokemiju Roth, Njemaĉka 
arabinoza za mikrobiologiju Kemika, Hrvatska 
levulinska kiselina p.a. Sigma-Aldrich, Njemaĉka 
octena kiselina p.a. Kemika, Hrvatska 
mravlja kiselina p.a. Kemika, Hrvatska 
furfural p.a. Sigma-Aldrich, Njemaĉka 
cinkov sulfat heptahidrat p.a. Merck, Njemaĉka 
demineralizirana voda p.a. Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Hrvatska 
fosfatna kiselina p.a., za HPLC Fluka, Njemaĉka 
kalcijev hidroksid p.a. Kemika, Hrvatska 
sumporna kiselina min. 96 %, p.a. Kemika, Hrvatska 
Ca(OH)2 50 %, tehniĉki Proizvodnja gašenog vapna, Hrvatska 
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3.1.3 Aparatura i pribor  
3.1.3.1 Mlin čekičar 
Za usitnjavanje lignocelulozne sirovine korišten je mlin ĉekiĉar – tip NA45. Mlin 
pokreće trofazni motor. Kapacitet mljevenja u zrnu iznosu 300 kg h-1, a kapacitet mljevenja u 
klipu iznosi 250 kg h
-1. Za usitnjavanje pšeniĉne slame korišteno je sito veliĉine 5 mm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 9. Mlin ĉekiĉar – tip NA45 (Megametal d.o.o., Nedelišće, Hrvatska) 
 
3.1.3.2 HPLC ureĎaj 
HPLC ureĊaj Shimadzu CLASS-VP LC-10AVP korišten je za odreĊivanje 
koncentracije fermentabilnih šećera u tekućoj i ĉvrstoj fazi. Sastoji se od pumpe (LC-10AVP), 
otplinjaĉa (DGU-14A), injektora (SIL-10AVP), termostata (CTO-10AVP), RID-10A detektora 
indeksa loma, kontrolera sustava (SCL-19AVP) i raĉunalnog programa za kromatografiju za 
ovaj tip ureĊaja (v6.10). Korištena kolona je bila ionsko-izmjenjivaĉka analitiĉka kolona 
(Supelcogel
TM
 C-610H; 30 cm x 7,8 mm ID, 9 μm) s SupelcogelTM H; 5 cm x 4,6 mm ID, 9 
μm predkolonom.  
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3.1.3.3 Sustav za predobradu sirovine 
Sustav za predobradu sastoji se od spremnika za zagrijavanje termiĉkog ulja spojenog 
pomoću cijevi na visokotlaĉni reaktor, visokotlaĉnog reaktora i kontrolne ploĉe. Kontrolnom 
ploĉom se namjesti temperatura zadrţavanja (210 °C) te se pomoću nje prati temperatura 
termiĉkog ulja u spremniku za zagrijavanje i temperatura unutar reaktora. Visokotlaĉni 
reaktor ima dvostruku stijenku (plašt) kojim protjeĉe vruće ulje, barometar kojim se prati tlak 
pare, sigurnosnog ventila koji ne dozvoljava prekoraĉenje tlaka u reaktoru iznad 20 bara te 
temperaturna osjetila koja mjere temperaturu u reaktoru. Sirovina koja se predobraĊuje 
smještena je unutar perforirane posude u reaktoru, dok se dodana tekućina izdvaja pomoću 
ventila smještenog na dnu reaktora.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 10. Sustav za predobradu lignoceluloznih sirovina, A) kontrolna ploĉa, B) spremnik za 
ulje i C) visokotlaĉni reaktor 
 Ostala oprema: 
- analitiĉka vaga Shimadzu (Kyoto, Japan);  
- mlinac za kavu Iskra MGM; 
- mikser EV-100, Tehtnica (Ţelezniki, Slovenija);  
- pH metar 744, Metrohm (Herisau, Švicarska);  
- sušionik Instrumentarija ST-50 (Zagreb, Hrvatska);  
- tehniĉka vaga Tehtnica (Ţelezniki, Slovenija); 
- osobno raĉunalo s programskim paketom Windows XP Professional; 
A 
B 
C 
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- Oprema za filtraciju otopina [najlonski filtar (0,22 μm, 47 mm; Magna, GE Water & Process 
Technologies, Michigan, SAD) pomoću boce za filtriranje (Nalgene, Rochester, SAD)]; 
- UV/Vis spektrofotometar Cary 13E Varian (Mulgrave, Australija); 
- kvarcne kivete promjera 10 mm (Hellma Optik GmbH, Jena, Njemaĉka);  
- centrifuga Harrier 18/10 (Sanyo, Watford, Velika Britanija); 
- hladnjak i zamrzivaĉ. 
 
3.2 Metode 
3.2.1 Priprema sirovine 
 Lignocelulozna sirovina je mehaniĉki usitnjena mlinom ĉekiĉarom kako bi se povećala 
kontaktna površina za predobradu i povećala uĉinkovitost hidrolize.  
 
3.2.2 OdreĎivanje sastava početne sirovine dvostrukom kiselinskom hidrolizom 
 Izvagano je 0,4 g suhe slame, samljevene u mlincu, na Shimadzu analitiĉkoj vagi te je 
dodano u okruglu tikvicu s ravnim dnom zajedno s 4 cm
3
 72 %-tne H2SO4. Sadrţaj tikvice 
promiješan je protresanjem tikvice kako bi sva sirovina bila u kontaktu s kiselinom. Nakon 
inkubacije tikvice na 30 ºC jedan sat, dodano je 112 cm3 demineralizirane vode te se sirovina 
kuhala 4 sata uz povratno hladilo. Sadrţaj tikvice povremeno je promiješan protresanjem 
tikvice kako bi se minimalizirali gubitci uslijed hvatanja sirovine na stjenke tikvice. Nakon 
kuhanja, sirovina je ohlaĊena pod mlazom vode i profiltrirana vakuum filtracijom kroz 
celulozni filtar papir preko büchnerovog lijevka. Filtrat je izdvojen za odreĊivanje 
koncentracije topivog lignina i ukupnih furana (HMF i furfural) te šećera HPLC-om, dok je 
retentat ispran naljevima vruće vode do pH 6 i prebaĉen u petrijevu zdjelicu za sušenje i 
odreĊivanje netopivog lignina.  
 
3.2.3 Predobrada lignocelulozne sirovine u visokotlačnom reaktoru 
 Izvagano je 500 g suhe tvari sirovine usitnjene mlinom ĉekiĉarom (tip NA 45), što uz 
postotak vlage od 7,2 % iznosi 538,4 g. Slama je prebaĉena u reaktor za predobradu te je 
dodano 10 dm
3
 vodovodne vode zajedno s 57,5 cm
3
 96 % H2SO4 tako da je koncentracija 
sulfatne kiseline iznosila 1 %. Ulje za zagrijavanje reaktora bilo je zagrijavano u zasebnom 
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spremniku, povezanom cijevima za visokotlaĉni reaktor. Vruće ulje je protjecalo kroz vanjski 
plašt reaktora i zagrijavalo reaktor do temperature od 210 ºC. Provedena su ĉetiri 
eksperimenta s razliĉitim vremenima zadrţavanja i koncentracijom kiseline, dok su se 
procesni parametri mjerili pomoću ugraĊenih temperaturnih osjetila i tlakomjera. S dosegom 
radne temperature od 210 ºC i tlakom od 20 bara mjerilo se vrijeme zadrţavanja na toj 
temperaturi od 10, 5 i 1 minute i ponovo 5 minuta s koncentracijom kiseline od 0,5 % (28,75 
cm
3
 H2SO4). Nakon isteka vremena, tlak je spušten na atmosferski ventilom, a tekuća faza je 
ispuštena kroz ventil na dnu te joj je izmjeren volumen. Ĉvrsta faza hidrolizata bila je 
izdvojena pomoću perforirane posude s ruĉkom i izvagana. Uzorci su pohranjeni na -20 ºC.  
 
3.2.4 OdreĎivanje ukupne suhe tvari u predobraĎenoj sirovini 
Uzorak od 50 g je prebaĉen u petrijevu zdjelicu kako bi se odredila ukupna suha tvar. 
Petrijeve zdjelice su prethodno bile osušene u sušioniku, prebaĉene u eksikator na hlaĊenje 10 
minuta, nakon ĉega im je izmjerena masa. Uzorci u petrijevki su stavljeni na sušenje pri 
temperaturi od 105 ºC. Nakon 24 sata sušenja, uzorci su ohlaĊeni te im je ponovo izmjerena 
masa. Udjel suhe tvari izraĉunat je prema formuli:  
 (     )  
 (                        )   (                 )
 (                                 )
     
 
3.2.5 OdreĎivanje udjela netopivog lignina u čvrstoj fazi hidrolizata 
 Isprani ĉvrsti dio zaostao na filtar papiru nakon kiselinske hidrolize je prebaĉen u 
prethodno osušenu i izvaganu petrijevu zdjelicu i osušen na temperaturi od 105 ºC kroz 24 
sata. Nakon sušenja, uzorak je ponovo izvagan te je odreĊen netopivi udjel lignina zaostao 
nakon kiselinske hidrolize. 
 
3.2.6 OdreĎivanje topivog lignina u tekućoj fazi hidrolizata 
 Od permeata filtracije nakon kiselinske hidrolize je izdvojen alikvot za odreĊivanje 
topivog lignina spektrofotometrijom. UreĊaj korišten za analizu je spektrometar Cary 13E, 
Varian te je uzorku odreĊena apsorbancija na 205 nm u tri ponavljanja. Zbog toĉnosti 
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mjerenja i odreĊivanja koncentracija, uzorak je pripremljen uz zadovoljavajuće razrijeĊenje s 
demineraliziranom vodom kako bi mu apsorbancija iznosila izmeĊu 0,7 i 1.  
 
3.2.7 Priprema standardne otopine i baždarnog dijagrama furana 
 Pripravi se 50 cm
3
 matiĉne otopine furfurala miješanjem 2,18 mm3 99 % otopine 
furfurala sa 50 cm
3
 demineralizirane vode u odmjernoj tikvici tako da je masena koncentracija 
γ= 50 mg dm-3 (Mr,furfural= 96,09 g mol
-1; ρfurfural= 1,16 g dm
-3). Sadrţaj tikvice promiješa se 
izokretanjem tikvice nekoliko puta. Ovako pripremljena matiĉna otopina koristi se za 
pripremu otopina furfurala koncentracija 0,00; 0,05; 0,10; 0,50; 1,00; 2,00; 3,00; 5,00; 7,00 i 
10,00 mg dm
-3
. Pripravljenim se otopinama izmjeri apsorbancija pri 284 i 320 nm te se nacrta 
baţdarni dijagram ovisnosti razlike apsorbancije (ΔA) o koncentraciji furfurala (γfurfural ; 
Martinez i sur., 2000.). Prilikom odreĊivanja jednadţbe baţdarnog pravca u obzir se uzima 
samo linearan dio pravca.  
 
3.2.8 OdreĎivanje inhibitora fermentacije - ukupnih furana i kiselina 
 Izdvojeni je alikvot (6 mm
3) tekućeg dijela nakon hidrolize kiselinom razrijeĊen tisuću 
puta demineraliziranom vodom (6 cm
3) i odreĊena mu je apsorbancija spektrofotometrom na 
284 nm i 320 nm u tri ponavljanja. Razlika ovih dvaju vrijednosti je uzeta za raĉunanje 
ukupnih furana iz baţdarnog dijagrama. Udjeli kiselina (mravlje, octene i levulinske) u 
hidrolizatu odreĊeni su na naĉin opisan u 3.2.10. 
 
3.2.9 Izrada baždarnih dijagrama za odreĎivanje fermentabilnih šećera u hidrolizatu 
lignocelulozne sirovine 
Pripremljene su standardne otopine glukoze u koncentraciji od 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 4 i 
10 g dm
-3
. Otopine su potom analizirane na HPLC-u u tri ponavljanja. Površina ispod krivulje 
na kromatogramu zabiljeţena je za svako ponavljanje te je izraĉunata srednja vrijednost sva 
tri ponavljanja. Postupak je ponovljen za sve koncentracije otopina glukoze. Baţdarni 
dijagram izraĊen je kao ovisnost površine ispod krivulje kromatograma u ovisnosti o masenoj 
koncentraciji (γ ; g dm-3). Prilikom odreĊivanja jednadţbe baţdarnog pravca u obzir se uzima 
samo linearan dio pravca. Baţdarni dijagrami za ksilozu i arabinozu odreĊeni su istom 
procedurom. 
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3.2.10  Priprema uzoraka i odreĎivanje koncentracije fermentabilnih šećera 
 Uzorku (500 mm
3) je dodana otopina cinkovog sulfata heptahidrata γ= 500 g dm-3 u 
volumenu od 500 mm
3
. Ovako pripremljena otopina izmiješa se u mikroepruveti (1,5 cm3) i 
ostavi da stoji 20 minuta (Grant i sur., 2002.). Istaloţeni proteini izdvojeni su centrifugiranjem 
u Harrier 18/10 centrifugi na 10 000 o/min kroz 5 minuta. Supernatant preostao nakon 
centrifugiranja se paţljivo izdvaja pomoću pipetmana, prebacuje u špricu te se profiltrira kroz 
najlonski mikrofiltar veliĉine pora 0,2 µm u vijalu. Uzorak se razdvaja na komponente 
pomoću opisanog HPLC ureĊaja. Dobiveni kromatogram je analiziran raĉunalnim sustavom 
CLASS-VP v.6.10 za identifikaciju spojeva, dok se površina ispod krivulje koristila za 
kvantitativnu analizu pomoću prethodno pripremljenog baţdarnog dijagrama (potpoglavlje 
3.2.9).  
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4.1 OdreĎivanje sastava pšenične slame 
 OdreĊivanje sastava lignocelulozne sirovine bilo je provedeno dvostrukom hidrolizom 
0,4 g uzorka slame sa 72 %-tnom sulfatnom kiselinom, nakon ĉega se filtrat podvrgnuo HPLC 
analizi, kako je opisano u potpoglavljima 3.2.2 i 3.2.10. Dobivene koncentracije šećera i 
nusprodukata razgradnje šećera (octena, mravlja i levulinska kiselina te furfural i 
hidroksimetil furfural) odreĊene iz baţdarnih pravaca nakon HPLC analize koristile su se u 
daljnjem izraĉunu mase i udjela prisutnih spojeva (opisano u potpoglavljima 3.2.9 i 3.2.10). 
Udjel lignina odreĊen je odvagom ĉvrste faze zaostale nakon hidrolize (opisano u 
potpoglavlju 3.2.5) 
 Ukupni volumen tekuće faze dobivene filtracijom nakon hidrolize uzorka slame 
iznosio je 111 cm
3, dok je masa zaostale ĉvrste faze nakon sušenja iznosila 0,06599 g. Sastav 
lignocelulozne sirovine prikazan kao udjel pojedine komponente u slami (grama suhe tvari po 
gramu slame; [w/w]) dan je u Tablici 3. 
 Tablica 3. Masa i udjel komponenti u pšeniĉnoj slami za predobradu, odreĊenih pomoću 
HPLC-a 
 
 
 
 
 
 
 
 
Komponenta Ukupna odreĎena masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Glukan 0,17480 43,70 
Ksilan 0,08733 21,83 
Arabinan 0,01348 3,37 
Octena kiselina 0,00658 1,65 
Lignin topiv u kiselini 0,00010 0,27 
Lignin netopiv u kiselini 0,04192 10,48 
Proteini 0,01600 4,00 
Pepeo 0,02400 6,00 
Furani 0,00338 0,85 
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4.2 OdreĎivanje sastava hidrolizata pšenične slame dobivenog 
predobradom u visokotlačnom reaktoru kod različitih procesnih 
parametara 
Fizikalno-kemijska predobrada pšeniĉne slame bila je raĊena u visokotlaĉnom 
reaktoru s H2SO4 kao katalizatorom kod 210 ºC i 20 bara. Temperatura i tlak procesa bili su 
konstantni, a eksperimenti su se provodili pri vremenima zadrţavanja od 10, 5 i 1 minute pri 1 
%-tnoj i 5 minuta pri 0,5 %-tnoj koncentraciji sulfatne kiseline. 
Rezultati istraţivanja utjecaja razliĉitih vremena zadrţavanja i koncentracije H2SO4 na 
sastav dobivenog hidrolizata prikazani su u potpoglavljima 3.2.1 – 3.2.4 te u Tablici 4. – 12. i 
na Slici 11. - 14. Udjeli pojedinih komponenti prikazani su kao postotak od 500 g suhe tvari 
neobraĊene slame. 
 
4.2.1 Predobrada pšenične slame u visokotlačnom reaktoru kod vremena zadržavanja 
od 10 minuta uz 1 %-tnu H2SO4 kao katalizator 
Rezultati prikazani u Tablici 4. – 5. i Slici 11. – 14. dobiveni su predobradom 500 g 
suhe tvari (s.tv.) slame pri 210 ºC, 20 bara i vremenu zadrţavanja od 10 minuta uz 1 %-tnu 
sulfatnu kiselinu kao katalizator procesa predobrade.  
Ukupni preostali volumen tekuće faze nakon predobrade u prethodno navedenim 
uvjetima iznosio je 5,34 dm
3
, a ukupna vlaţna masa predobraĊene sirovine bila 1474,5 g.  
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Tablica 4. Masa i udjel komponenti u tekućoj fazi hidrolizata pšeniĉne slame dobivenog kod 
vremena zadrţavanja od 10 minuta uz 1 %-tnu H2SO4 
Komponente u tekućoj fazi hidrolizata 
Monosaharid Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Glukoza 3,54 0,71 
Ksiloza 14,11 2,82 
Arabinoza 4,38 0,88 
Ukupna masa u sirovini [g] 22,03  
Polisaharid Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Glukan 3,19 0,64 
Ksilan 12,42 2,48 
Arabinan 3,94 0,79 
Ukupna masa u sirovini [g] 19,55  
Kiseline  Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Mravlja kiselina 20,82 4,16 
Octena kiselina 6,09 1,22 
Levulinska kiselina 26,49 5,30 
Ukupna masa u sirovini [g] 53,40  
Ukupni furani Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Furfural i hidroksimetil furfural 6,34 1,27 
Lignin Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Lignin topiv u kiselini (LTK) 5,00 1 
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Tablica 5. Masa i udjel komponenti u ĉvrstoj fazi hidrolizata pšeniĉne slame dobivenog kod 
vremena zadrţavanja od 10 minuta uz 1 %-tnu H2SO4 
Komponente u čvrstoj fazi hidrolizata 
Monosaharid Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Glukoza 14,52 2,90 
Ksiloza 3,91 0,78 
Arabinoza 1,92 0,38 
Ukupna masa u sirovini [g] 20,35  
Polisaharid Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Glukan 12,78 2,56 
Ksilan 3,52 0,70 
Arabinan 1,73 0,35 
Ukupna masa u sirovini [g] 18,03  
Kiseline  Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Mravlja kiselina 9,16 1,83 
Octena kiselina 0,00 0,00 
Levulinska kiselina 0,00 0,00 
Ukupna masa u sirovini [g] 9,16  
Ukupni furani Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Furfural i hidroksimetil furfural 0,00 0,00 
Lignin Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Lignin netopiv u kiselini + pepeo (LNTK) 183,69 36,74 
 
4.2.2 Predobrada pšenične slame u visokotlačnom reaktoru kod vremena zadržavanja 
od 5 minuta 1 %-tnu H2SO4 kao katalizator 
Rezultati prikazani u Tablici 6. – 7. i Slici 11. – 14. dobiveni su predobradom 500 g 
suhe tvari (s.tv.) slame pri 210 ºC, 20 bara i vremenu zadrţavanja od 5 minuta uz 1 %-tnu 
sulfatnu kiselinu kao katalizator procesa predobrade.  
Ukupni preostali volumen tekuće faze nakon predobrade pri ovim uvjetima je iznosio 
5,42 dm
3, dok je ukupna vlaţna masa predobraĊene sirovine bila 1293,7 g.  
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Tablica 6. Masa i udjel komponenti u tekućoj fazi hidrolizata pšeniĉne slame dobivenog kod 
vremena zadrţavanja od 5 minuta uz 1 %-tnu H2SO4 
Komponente u tekućoj fazi hidrolizata 
Monosaharid Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Glukoza 33,47 6,69 
Ksiloza 13,61 2,71 
Arabinoza 4,68 0,94 
Ukupna masa u sirovini [g] 51,76  
Polisaharid Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Glukan 30,12 6,02 
Ksilan 11,98 2,40 
Arabinan 4,22 0,84 
Ukupna masa u sirovini [g] 46,32  
Kiseline  Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Mravlja kiselina 18,40 3,68 
Octena kiselina 6,83 1,28 
Levulinska kiselina 14,60 2,92 
Ukupna masa u sirovini [g] 39,38  
Ukupni furani Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Furfural i hidroksimetil furfural 9,63 1,93 
Lignin Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Lignin topiv u kiselini (LTK) 4,80 0,96 
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Tablica 7. Masa i udjel komponenti u ĉvrstoj fazi hidrolizata pšeniĉne slame dobivenog kod 
vremena zadrţavanja od 5 minuta uz 1 %-tnu H2SO4 
 
4.2.3 Predobrada pšenične slame u visokotlačnom reaktoru kod vremena zadržavanja 
od 1 minute uz 1 %-tnu H2SO4 kao katalizator 
Rezultati prikazani u Tablici 8. – 9. i Slici 11. – 14. dobiveni su predobradom 500 g 
suhe tvari (s.tv.) slame pri 210 ºC, 20 bara i vremenu zadrţavanja od 1 minute uz 1 %-tnu 
sulfatnu kiselinu kao katalizator procesa predobrade.  
Ukupni preostali volumen tekuće faze nakon predobrade pri ovim uvjetima je iznosio 
5,64 dm
3, dok je ukupna vlaţna masa predobraĊene sirovine bila 1361,7 g.  
Komponente u čvrstoj fazi hidrolizata 
Monosaharid Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Glukoza 21,15 4,23 
Ksiloza 3,66 0,73 
Arabinoza 0,00 0,00 
Ukupna masa u sirovini [g] 24.81  
Polisaharid Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Glukan 18,61 3,72 
Ksilan 3,29 0,66 
Arabinan 0,00 0,00 
Ukupna masa u sirovini [g] 21.9  
Kiseline  Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Mravlja kiselina 0,00 0,00 
Octena kiselina 0,00 0,00 
Levulinska kiselina 0,00 0,00 
Ukupna masa u sirovini [g] 0.00  
Ukupni furani Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Furfural i hidroksimetil furfural 0,00 0,00 
Lignin Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Lignin netopiv u kiselini + pepeo (LNTK) 164,22 32,84 
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Tablica 8. Masa i udjel komponenti u tekućoj fazi hidrolizata pšeniĉne slame dobivenog kod 
vremena zadrţavanja od 1 minute uz 1 %-tnu H2SO4 
Komponente u tekućoj fazi hidrolizata 
Monosaharid Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Glukoza 18,24 3,65 
Ksiloza 16,10 3,22 
Arabinoza 3,24 0,65 
Ukupna masa u sirovini [g] 37,58  
Polisaharid Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Glukan 16,41 3,28 
Ksilan 14,17 2,83 
Arabinan 2,92 0,58 
Ukupna masa u sirovini [g] 33,5  
Kiseline  Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Mravlja kiselina 10,95 2,19 
Octena kiselina 4,39 0,88 
Levulinska kiselina 19,40 3,88 
Ukupna masa u sirovini [g] 34,74  
Ukupni furani Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Furfural i hidroksimetil furfural 12,51 2,50 
Lignin Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Lignin topiv u kiselini (LTK) 4,50 0,9 
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Tablica 9. Masa i udjel komponenti u ĉvrstoj fazi hidrolizata pšeniĉne slame dobivenog kod 
vremena zadrţavanja od 1 minute uz 1 %-tnu H2SO4 
 
4.2.4 Predobrada pšenične slame u visokotlačnom reaktoru kod vremena zadržavanja 
od 5 minuta uz 0,5 %-tnu H2SO4 kao katalizator 
Rezultati prikazani u Tablici 10. – 11. i Slici 11. – 14. dobiveni su predobradom 500 g 
suhe tvari (s.tv.) slame pri 210 ºC, 20 bara i vremenu zadrţavanja od 5 minuta uz 0,5 %-tnu 
sulfatnu kiselinu kao katalizator procesa predobrade.  
Ukupni preostali volumen tekuće faze nakon predobrade pri ovim uvjetima je iznosio 
4,8 dm
3, dok je ukupna vlaţna masa predobraĊene sirovine bila 1882,3 g.  
Komponente u čvrstoj fazi hidrolizata 
Monosaharid Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Glukoza 10,17 2,03 
Ksiloza 3,76 0,75 
Arabinoza 0,72 0,14 
Ukupna masa u sirovini [g] 14,65  
Polisaharid Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Glukan 8,95 1,79 
Ksilan 3,38 0,68 
Arabinan 0,65 0,13 
Ukupna masa u sirovini [g] 12,98  
Kiseline  Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Mravlja kiselina 7,61 1,52 
Octena kiselina 0,00 0,00 
Levulinska kiselina 0,00 0,00 
Ukupna masa u sirovini [g] 7,61  
Ukupni furani Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Furfural i hidroksimetil furfural 0,00 0,00 
Lignin Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Lignin netopiv u kiselini + pepeo (LNTK) 157,88 31,58 
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Tablica 10. Masa i udjel komponenti u tekućoj fazi hidrolizata pšeniĉne slame dobivenog kod 
vremena zadrţavanja od 5 minuta uz 0,5 %-tnu H2SO4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Komponente u tekućoj fazi hidrolizata 
Monosaharid Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Glukoza 40,77 8,15 
Ksiloza 30,73 6,15 
Arabinoza 6,36 1,27 
Ukupna masa u sirovini [g] 77,86  
Polisaharid Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Glukan 36,69 7,34 
Ksilan 27,04 5,41 
Arabinan 5,72 1,14 
Ukupna masa u sirovini [g] 69,45  
Kiseline  Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Mravlja kiselina 5,66 1,13 
Octena kiselina 3,74 0,75 
Levulinska kiselina 1,26 0,25 
Ukupna masa u sirovini [g] 10,66  
Ukupni furani Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Furfural i hidroksimetil furfural 8,26 1,65 
Lignin Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Lignin topiv u kiselini (LTK) 4,20 0,84 
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Tablica 11. Masa i udjel komponenti u ĉvrstoj fazi hidrolizata pšeniĉne slame dobivenog kod 
vremena zadrţavanja od 5 minuta uz 0,5 %-tnu H2SO4 
 
 
 
 
 
Komponente u čvrstoj fazi hidrolizata 
Monosaharid Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Glukoza 206,15 41,23 
Ksiloza 0,00 0,00 
Arabinoza 0,00 0,00 
Ukupna masa u sirovini [g] 210,14  
Polisaharid Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Glukan 185,20 37,04 
Ksilan 0,00 0,00 
Arabinan 0,00 0,00 
Ukupna masa u sirovini [g] 185,20  
Kiseline  Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Mravlja kiselina 0,00 0,00 
Octena kiselina 0,00 0,00 
Levulinska kiselina 0,00 0,00 
Ukupna masa u sirovini [g] 0,00  
Ukupni furani Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Furfural i hidroksimetil furfural 0,00 0,00 
Lignin Masa [g] Udjel (%) [w/w] 
Lignin netopiv u kiselini + pepeo (LNTK) 159,79 31,96 
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4.3 Usporedba utjecaja vremena zadržavanja i koncentracije H2SO4 na 
sastav hidrolizata pšenične slame  
 U ovom poglavlju prikazani su rezultati usporedbe procesa predobrade pšeniĉne 
slame kod razliĉitih vremena zadrţavanja i koncentracije H2SO4. OdreĊena je i efikasnost 
procesa predobrade (Tablica 12.).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 11. Udjeli pojedinih šećera u tekućoj fazi hidrolizata pšeniĉne slame 
dobivenih kod razliĉitih uvjeta njene predobrade 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 12. Udjeli inhibitora fermentacije u tekućoj fazi hidrolizata pšeniĉne slame 
dobivenih kod razliĉitih uvjeta njene predobrade 
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Slika 13. Udjeli pojedinih šećera u ĉvrstoj fazi hidrolizata pšeniĉne slame 
dobivenih kod razliĉitih uvjeta njene predobrade 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 14. Udjeli inhibitora fermentacije u ĉvrstoj fazi hidrolizata pšeniĉne slame 
dobivenih kod razliĉitih uvjeta njene predobrade 
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Tablica 12. Usporedba efikasnosti procesa predobrade pšeniĉne slame kod razliĉitih uvjeta 
 
 
Tvar 
Efikasnost (%) 
10 min., 1 % H2SO4 5 min., 1 % H2SO4 1 min., 1 % H2SO4 5 min., 0,5 % H2SO4 
Glukan 1,46 13,78 7,51 16,80 
Ksilan 11,36 10,99 12,96 24,78 
Arabinan 23,44 24,93 17,21 33,83 
Ukupni šećeri 5,68 13,44 9,71 20,16 
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OdreĊivanje sastava lignocelulozne sirovine bilo je provedeno dvostrukom 
kiselinskom hidrolizom pomoću H2SO4, a opisano je u potpoglavlju 3.2.2. Rezultati dobiveni 
HPLC analizom prikazani su u Tablici 3. u potpoglavlju 4.1. OdreĊivanje sastava pšeniĉne 
slame dobivene predobradom u visokotlaĉnom reaktoru kod razliĉitih vremena zadrţavanja i 
koncentracija H2SO4 raĊeno je pomoću HPLC-a i spektrofotometra. Koncentracija šećera 
odreĊivana je u ĉvrstoj i tekućoj fazi metodom opisanom u potpoglavlju 3.2.10. Uz 
koncentraciju fermentabilnih šećera, odreĊivani su i inhibitori fermentacije (octena, levulinska 
i mravlja kiselina te ukupni furani), kao i u kiselini topiv i netopiv lignin (potpoglavlja 3.2.5 – 
3.2.10).  
 
5.1 OdreĎivanje sastava pšenične slame 
 Usporedbom dobivenih udjela polisaharida izraĉunatih iz kromatograma (Tablica 3.) 
sa literaturnim vrijednostima prema Boe i sur. (2007.) uzetima kao referentnima (Tablica 1.), 
vidljivo je kako su njihovi udjeli u pšeniĉnoj slami zapravo veći nego što je oĉekivano. 
Koncentracija glukana veća je za više od 10 % (43,7 %), dok su koncentracije odreĊenog 
ksilana i arabinana pribliţno jednake referentnim vrijednostima, no i dalje su veće. Lignin 
netopiv u kiselini jednakog je udjela (oko 10,5 %), a udjel lignina topivog u kiselini 
odreĊenog spektrofotometrijski je za devet puta manji od literaturne vrijednosti (2.5 %). 
Takva devijacija moguća je posljedica razliĉitosti ne samo vrste slame, već i klimatskih uvjeta 
u kojima je ona uzgojena. Alriksson i sur. (2013.) istraţivali su utjecaj predobrade na 
nastajanje inhibitora te su uoĉili da octena kiselina inhibira proces fermentacije 
Saccharomyces cerevisiae tek pri koncentracijama većim od 100 mM. Iz tog proizlazi da 
odreĊena koncentracija octene kiseline od 0,987 mM (0,0593 g dm-3) u poĉetnoj sirovini, kao 
nusprodukta nastalih kiselinskom razgradnjom šećera, nije dovoljna za znaĉajnu inhibiciju 
fermentacije monosaharida u etanol. Dok je maseni udjel lignina topivog u kiselini (0,27 %) 
manji od literaturne vrijednosti (2,5 %), udjel u kiselini netopivog lignina je otprilike jednak 
referentnoj vrijednosti (10,9 %) kada se u izraĉun uzme u obzir i udjel pepela od 6 %. Ovakav 
rezultat pretpostavlja da su ove vrijednosti lignina posljedica prethodno navedenih uvjeta. 
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5.2 OdreĎivanje sastava hidrolizata pšenične slame dobivenog kod 
različitih uvjeta predobrade u visokotlačnom reaktoru 
5.2.1 Predobrada pšenične slame u visokotlačnom reaktoru kod vremena zadržavanja 
od 10 minuta uz 1 %-tnu H2SO4 kao katalizator 
Udjeli polisaharida u tekućoj fazi predobraĊene slame pri vremenu zadrţavanja od 10 
minuta i 1 %-tnoj sulfatnoj kiselini, dobivenih HPLC analizom, znaĉajno su manji od udjela u 
polaznoj sirovini. Udjel glukana u hidrolizatu slame (0,64 %) razlikuje se za više od 60 puta, 
ksiloza (2,48 %) za 10 puta, no udjel arabinana manji je za tek 0,5 % u odnosu na poĉetnu 
sirovinu. Nastali inhibitori fermentacije ĉine ĉak 10 % inicijalne mase, sa najvećim udjelom 
levulinske kiseline od 5,3 % i nešto manjim udjelom nastale mravlje kiseline (4,16 %). Masa 
nastale octene kiseline ĉini tek 1,22 % što je vrlo blizu 1,65 % octene kiseline odreĊene u 
poĉetnoj sirovini. 5 g lignina bilo je prevedeno u tekuću fazu predobradom slame u ovim 
uvjetima, što odgovara udjelu od 1 % od ukupne poĉetne mase suhe tvari te je za nešto manje 
od 5 puta veći od lignina topivog u kiselini, odreĊenog analizom poĉetne sirovine.  
OdreĊivanjem sastava ĉvrste faze hidrolizata pšeniĉne slame utvrĊeno je da 12,78 g 
glukana nije prevedeno u tekuću fazu. To ĉini 2,56 % od 500 g s.tv. poĉetne sirovine, što je 
znaĉajan udjel s obzirom da je ĉak ĉetiri puta manja masa glukana zapravo dospjela u tekuću 
fazu. Udjel arabinana zaostalog u ĉvrstoj fazi dva puta je manji nego u tekućoj, dok je ksilan 
za tri i pol puta manji. Od inhibitora jedino je mravlja kiselina odreĊena u ĉvrstoj fazi u masi 
od 9,16 g, odnosno 1,83 %. Masa neobraĊenog lignina (lignin netopiv u kiselini, LNTK), 
zajedno s pepelom iznosi 183,69 g i predstavlja udjel od 36,74 % [w/w]. Lignin netopiv u 
kiselini u poĉetnoj sirovini manji je za ĉak 3 puta. Velik udjel lignina netopivog u kiselini 
zajedno s malim udjelom glukana prevedenog u tekuću fazu (i zaostalog u ĉvrstoj fazi) dovodi 
do zakljuĉka kako uvjeti procesa nisu optimirani te je moguće kako se ovi znaĉajni gubitci 
mase javljaju uslijed preekstremnih uvjeta procesa predobrade.  
Alvira i sur. (2016.) istraţivali su utjecaj procesa predobrade eksplozije vodenom 
parom odnosno enzima na sastav hidrolizata pšeniĉne slame. Temperature zadrţavanja 
varirale su od 170 ºC - 210 ºC, a vremena zadrţavanja od 5 – 30 minuta te su radili sa 150 g 
slame i 1,5 dm
3
 vode. Sastav pšeniĉne slame bio je sliĉan je u oba sluĉaja. U predobradi 
enzimima, udjeli šećera u tekućoj fazi veći su za 15 puta od procesa koji nije kataliziran 
enzimima. MeĊutim, pri temperaturi od 200 ºC i vremenu zadrţavanja od 10 minuta te bez 
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dodanih enzima, udjel glukoze je ĉetiri puta veći nego u ovom radu, provedenome na 210 ºC i 
istome vremenu zadrţavanja. Udjel arabinoze otprilike je podjednak kao kod Alvira i sur. 
(2016. ; 0,75 %), a udjel ksiloze je bio veći za tri puta. Udjeli nastalih inhibitornih spojeva 
takoĊer su manji kod Alvira i sur. (2016.), dok je udjel furana manji za dva puta (0,46 %), a 
mravlje kiseline za deset puta (0,41 %) u odnosu na ovo istraţivanje. 
U cilju povećanja prinosa fermentabilnih šećera i smanjenja njihove razgradnje u 
octenu, levulinsku i mravlju kiselinu te furane, daljnji eksperimenti provedeni su s kraćim 
vremenom zadrţavanja. 
 
5.2.2 Predobrada pšenične slame u visokotlačnom reaktoru kod vremena zadržavanja 
od 5 minuta uz 1 %-tnu H2SO4 kao katalizator 
Iz rezultata dobivenih analizom tekuće faze hidrolizata pšeniĉne slame pri 5 minuta 
zadrţavanja i 1 % H2SO4 kao katalizatora (Tablica 6.) vidljivo je povećanje udjela glukana i 
arabinana te smanjenje udjela inhibitora fermentacije u odnosu na eksperiment proveden kod 
vremena zadrţavanja od 10 minuta (Tablica 4.). Udjel glukana ĉini 6,02 % ukupne mase suhe 
tvari neobraĊene slame, dok udjel arabinana iznosi 0,84 % što je ĉetiri puta manje od udjela u 
poĉetnoj sirovini (3,37 %). Maseni postotak odreĊenog ksilana iznosi tek 2,4 % te je oko 
deset puta manji od udjela odreĊenog u poĉetnoj sirovini. Znaĉajnije smanjenje koliĉine 
inhibitora reakcije uoĉljivo je kod levulinske kiseline, ĉiji udjel iznosi 2,92 % što je za više od 
dva puta manje u odnosu na prethodni eksperiment (tablica 4.). Zbog niţih udjela mravlje, 
octene i levulinske kiseline, udjel ukupnih furana (furfural i hidroksimetil furfural) odreĊenih 
u tekućoj fazi povećao se na 1,93 %. Udjel lignina topivog u kiselini iznosi tek nešto manje u 
odnosu na predobradu provedenu kod vremena zadrţavanja od 10 minuta (0,96 %). 
Maseni udjel glukana u ĉvrstoj fazi hidrolizata pšeniĉne slame porastao je za 1,16 % i 
iznosi 3,72 %. Udjel ksilana otprilike je podjednak (0,66 %) dok arabinan nije odreĊen u 
ĉvrstoj fazi hidrolizata. TakoĊer, provedenom analizom, primijećeno je da ĉvrsta faza ne 
sadrţi inhibitore fermentacije (mravlja, octena i levulinska kiselina te furani). Udjel lignina 
netopivog u kiselini smanjio se za 20 grama i iznosi 32,84 % mase poĉetne sirovine.  
Udjel glukoze veći je nego u eksperimentima koje su provodili Alvira i sur. (2016.) pri 
5 minuta zadrţavanja i temperaturi od 210 ºC (1,6 %), a odreĊena ksiloza i arabinoza su 
manje. Ukupni furani kod Alvira i sur. (2016.) iznose 0,31 % što je za šest puta manje nego u 
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ovom istraţivanju, dok udjeli mravlje i octene kiseline iznose 0,24 % i 0,78 % u usporedbi s 
3,68 % i 1,28 % odreĊenim u hidrolizatu pšeniĉne slame predobraĊene pri istim uvjetima 
procesa u ovom istraţivanju. MeĊutim, Alvira i sur. (2016.) nisu radili proces predobrade s 1 
%-tnom H2SO4.  
 
5.2.3 Predobrada pšenične slame u visokotlačnom reaktoru kod vremena zadržavanja 
od 1 minute uz 1 %-tnu H2SO4 kao katalizator 
Provedbom procesa predobrade u visokotlaĉnom reaktoru pri 210 ºC, 20 bara i 
vremenom zadrţavanja od 1 minute, pri istoj koncentraciji kiseline kao i prije, nastojala se 
postići razgradnja lignocelulozne sirovine s većom efikasnošću, odnosno tako da se više 
šećera prevede u tekuću fazu. Maseni udjeli glukana (3,28 %), ksilana (2,83 %) i arabinana 
(0,58 %) prikazani u Tablici 8., manji su u odnosu na proces predobrade kod vremena 
zadrţavanja od 5 minuta (Tablica 6.). Najveći udjel nastalog inhibitora pripada levulinskoj 
kiselini (3,88 %), dok su udjeli ostalih inhibitora 2,19 % mravlje kiseline odnosno 0,88 % 
octene kiseline. Udjel furana od 2,5 % indicira na prekratko vrijeme zadrţavanja za daljnju 
razgradnju furana u octenu, mravlju ili levulinsku kiselinu, no i na gubitak polisaharida 
raspadom do furana. Smanjenje ukupne mase tih inhibitora za oko 4,5 g naznaka je 
djelomiĉne uspješnosti predobrade slame pri spomenutim uvjetima, no gubitkom 13 g 
polisaharida u odnosu na prijašnji eksperiment utvrĊeno je kako su predobradom uz vrijeme 
zadrţavanja od 5 minuta s 1 % H2SO4 ipak dobiveni najveći prinosi fermentabilnih šećera 
(Tablica 6.). Ovo je vrijeme stoga korišteno u daljnjem procesu uz optimizacije uvjeta 
predobrade.  
Udjeli polisaharida zaostalih u ĉvrstoj fazi hidrolizata pšeniĉne slame najmanji su u 
odnosu na prethodno provedene eksperimente te iznose 1,79 % za glukan, 0,68 % za ksilan i 
0,13 % za arabinan s izuzetkom eksperimenta provedenog pri vremenu zadrţavanja od 5 
minuta (potpoglavlje 4.2.2), gdje je udjel arabinana u ĉvrstoj fazi hidrolizata iznosio 0 %. 
Maseni udjel odreĊene mravlje kiseline iznosi 1,52 % , za 0,2 % manje u odnosu na 
eksperiment voĊen pri 10 minuta zadrţavanja. Octena i levulinska kiselina te furani nisu 
odreĊeni u ĉvrstoj fazi hidrolizata pšeniĉne slame. OdreĊeni udjel lignina netopivog u kiselini 
iznosio je najmanje u odnosu na prethodno provedene eksperimente (31,96 %).  
Istraţivanje koje su proveli Galbe i sur. (2008.), 900 g pšeniĉne slame tretirano je 
vodenom parom s 0,2 %-tnom H2SO4 kao katalizatorom, pri temperaturi od 210 ºC i vremenu 
5. RASPRAVA 
46 
 
zadrţavanja od 2 minute. Dobiveni udjel glukoze u tekućoj fazi hidrolizata iznosio je 1,25 %. 
Razlika od 2,4 % u odnosu na ovo istraţivanje, moguća je posljedica korištenja manje 
koncentracije kiseline u njihovome sluĉaju. Udjel odreĊenih furana manji je u odnosu na ovo 
istraţivanje (za 2,1 %) kao i udjel octene kiseline (za 0,48 %), dok drugi inhibitori i šećeri 
nisu bili odreĊeni tijekom istraţivanja. Iako je vrijeme zadrţavanja dulje, Galbe i sur. (2008.) 
uspjeli su dobiti relativno malen udjel inhibitora fermentacije, kao i malen udjel glukoze, što 
je posljedica korištenja kiseline male koncentracije.  
 
5.2.4 Predobrada pšenične slame u visokotlačnom kod vremena zadržavanja od 5 
minuta uz 0,5 %-tnu H2SO4 kao katalizator 
Iz Tablice 10., koja prikazuje rezultate analize tekuće faze hidrolizata pšeniĉne slame 
pri vremenu zadrţavanja od 5 minuta s 0,5 %-tnom H2SO4, vidljivo je kako su upravo u tim 
uvjetima postignuti najveći prinosi šećera. Maseni udjel glukana u tekućoj fazi iznosi 7,34 % 
[w/w] što je za 3,69 % više s obzirom na prethodni eksperiment (Tablica 8.), što je vidljivo i 
kod ksilana (6,15 %) i arabinana (1,27 %). Udjeli kiselina odreĊenih u tekućoj fazi hidrolizata 
pri spomenutim uvjetima najmanji su u usporedbi s eksperimentima provedenim kod vremena 
zadrţavanja od 10, 5 i 1 minute s 1 %-tnom H2SO4 kao katalizatorom. Udjel ukupnih furana 
od 1,65 %, zajedno s većom koncentracijom šećera naznaĉuje manju razgradnju šećera 
prilikom predobrade u ove produkte i samim time indikator je bolje efikasnosti procesa 
predobrade. Masa lignina topivog u kiselini iznosi 4,20 g, što odgovara vrijednosti masenog 
udjela od 0,84 %, a što je najmanja odreĊena vrijednost u ovom istraţivanju.  
Iako su udjeli šećera u tekućoj fazi hidrolizata najveći u odnosu na prethodne pokuse, 
udjel glukana u ĉvrstoj fazi od 37,04 % ukazuje na par mogućnosti. Vrijeme zadrţavanja od 5 
minuta nije bilo dovoljno dugo da se većina glukana prevede u tekuću fazu, što pokazuje da je 
potrebno provesti proces optimizacije vremena zadrţavanja kod 0,5 % H2SO4. Drugi šećeri i 
inhibitori nisu detektirani u ovom eksperimentu. Udjel lignina netopivog u kiselini otprilike je 
zadrţan istim u odnosu na eksperiment pri vremenu zadrţavanja od 1 minute i koncentraciji 
0,5 % H2SO4 te iznosi 31, 96 %.  
Usporedbom rezultata s Galbe i sur. (2008.), oĉito je kako korištena koncentracija 
kiseline kao katalizatora ima velik utjecaj na sastav hidrolizata pšeniĉne slame nakon 
predobrade. U ovome se sluĉaju udjel glukoze prevedene u tekuću fazu razlikuje za 6,9 % te 
je takoĊer manji i udjel glukoze zaostale u ĉvrstoj fazi kod Galbe i sur. i iznosi 3,2 % za 
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eksperiment voĊen pri 2 minute zadrţavanja i 210 ºC. Udjel octene kiseline u tekućoj fazi je 
nešto veći u ovom istraţivanju (za 0,36 % u odnosu na Galbe i sur., 2008.), a udjel ukupnih 
furana veći je za oko ĉetiri puta.  
 
5.3 Usporedba utjecaja vremena zadržavanja i koncentracije H2SO4 na sastav 
hidrolizata pšenične slame 
Kako su temperatura predobrade (210 ºC) i tlak (20 bara) bili konstantni za sve 
eksperimente, razlika koncentracija šećera (polisaharida) u tekućoj fazi hidrolizata, 
prikazanim u Tablici 4., 6., 8. i 10., rezultat je iskljuĉivo razlike vremena zadrţavanja i 
koncentracije sulfatne kiseline upotrjebljene kao katalizatora. Udjel ksilana podjednak je u 
eksperimentima provedenim s 1 %-tnom H2SO4 (2,5 %), što je i sluĉaj s arabinanom ĉiji je 
udjel nešto manji (0,58 %) u eksperimentu provedenom kod vremena zadrţavanja od 1 
minute. Udjel glukana u tekućoj fazi hidrolizata znatno se razlikuje u prva tri eksperimenta 
(Slika 11.). Pri vremenu zadrţavanja od 10 minuta udjel glukana je najmanji te iznosi 0,64 %. 
Najviši udjel glukana odreĊen je u eksperimentu voĊenom pri vremenu zadrţavanja od 5 
minuta na 210 ºC i iznosi 6,02 % dok je njegov maseni udjel pri 1 minuti zadrţavanja 
otprilike 3 %. Kako se sumarno dobio najveći udjel fermentabilnih šećera u eksperimentu 
provedenom s 1 %-tnom H2SO4 i 5 minuta zadrţavanja, za daljnje istraţivanje odabrano je to 
vrijeme zadrţavanja u cilju povišenja koncentracije šećera odnosno smanjenje koncentracije 
inhibitora fermentacije. U eksperimentu s vremenom zadrţavanja od 5 minuta i 0,5 % H2SO4 
dobiven je najveći udjel fermentabilnih šećera (izraţenih kao polisaharida) s udjelima od 7,34 
% glukana, 5,41 % ksilana i 1,14 % arabinana. Maseni udjel topivog lignina odreĊenog u 
tekućoj fazi hidrolizata bio je najveći kod 5 minuta zadrţavanja s 0,5 % H2SO4 (6,11 %) 
odnosno najmanji (4,77 %) kod 5 minuta zadrţavanja i 1 % sulfatne kiseline. Manji udjel 
lignina u tekućoj fazi hidrolizata pogoduje aktivnostima radnih mikroorganizama, zbog 
njegove niske biorazgradivosti. 
Najveći maseni udjel inhibitora fermentacije (u tekućoj fazi) odreĊen je u 
eksperimentu s 1 %-tnom H2SO4 i vremenu zadrţavanja od 10 minuta. Uz ĉinjenicu da su 
šećeri odreĊeni u tekućoj fazi ukupno najmanji, vrijeme zadrţavanja predugo je za ovu 
koncentraciju kiseline te se većina šećera prevela u furane iz kojih su nastale octena, mravlja i 
levulinska kiselina. Udjel mravlje kiseline progresivno se smanjivao skraćivanjem vremena 
zadrţavanja u istraţivanju. Sliĉan trend zabiljeţen je kod octene kiseline, ĉiji se udjel tijekom 
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istraţivanja smanjio za 0,53 % (Slika 12.). Maseni udjeli inhibitora najmanji su u 
eksperimentu s 0,5 % H2SO4 i 5 minuta zadrţavanja, što je popraćeno najvećim postotkom 
ukupnih fermentabilnih šećera (13,89 %).  
Udjeli šećera u ĉvrstoj fazi hidrolizata nešto su veći od tekuće faze za glukan, s 
najvećim udjelom od 37,04 % u eksperimentu voĊenom s 0,5 %-tnom H2SO4. MeĊutim, 
dobiveni rezultat posljedica je analitiĉke greške, ali i heterogenosti uzorka. Udjel glukana 
odreĊen u eksperimentu s 1 %-tnom H2SO4 pri 5 minuta zadrţavanja iznosio je samo 3,72 %. 
Najveći udjel glukana odreĊen pri toj koncentraciji kiseline u tekućoj fazi je pri 5 minuta 
zadrţavanja i veći je za 2,3 % u odnosu na ĉvrstu fazu. Udjeli ksilana podjednaki su u 
eksperimentima s 1 %-tnom H2SO4, dok on nije detektiran u eksperimentu s 0,5 %-tnom 
kiselinom. Udjel arabinana u ĉvrstoj fazi hidrolizata najmanji je u eksperimentu s vremenom 
zadrţavanja od 5 minuta i 1 %-tnom H2SO4 te pri istom vremenu s 0,5 %-tnom kiselinom. 
Lignin netopiv u kiselini zajedno s pepelom (LNTK) smanjio se za 5,15 % skraćivanjem 
vremena zadrţavanja te je u zadnjem eksperimentu (0,5 % H2SO4) porastao za oko 0,3 %.  
Inhibitori u ĉvrstoj fazi hidrolizata su odreĊeni za eksperimente s 1 %-tnom sulfatnom 
kiselinom i vremenom zadrţavanja od 10 i 1 minute. Oni ukljuĉuju samo mravlju kiselinu s 
malom varijacijom udjela koji iznose 1,83 % i 1,52 % za 10 i 1 minutu zadrţavanja. 
Gornja razmatranja najbolje su uoĉljiva kroz efikasnost oslobaĊanja odreĊenih 
polisaharida iz sirovine u tekuću fazu (Tablica 12.). Iako je efikasnost dobivanja ksilana 
manja pri 5 minuta zadrţavanja i 1 % sulfatne kiseline (10,98 %) te za arabinan pri 1 minuti 
zadrţavanja na 210 ºC (17,31 %), ukupno gledano ona je najmanja za eksperiment s 
vremenom zadrţavanja od 10 minuta. Za eksperimente s 1 %-tnom H2SO4 kao katalizatorom, 
ukupno su najveći udjeli i stoga i efikasnost procesa predobrade za 5 minuta zadrţavanja. Od 
toga, izraĉunata efikasnost iznosi 13,79 % za glukan, što je za 6 % više u odnosu na drugu 
najveću izraĉunatu efikasnost za glukan (pri 1 minuti zadrţavanja). U istome eksperimentu 
izraĉunata efikasnost dobivanja arabinana iznosi 25,02 %, što je za 1,5 % veće u odnosu na 
predobradu kod 10 minuta zadrţavanja. Ksilan je ovdje najmanji te se razlikuje od druge 
najmanje vrijednosti za 0,4 % (10 minuta zadrţavanja). Efikasnosti procesa predobrade za 
pojedine šećere za eksperiment s 0,5 %-tnom kiselinom najveće su u sva ĉetiri eksperimenta. 
Za glukan iznosi 16,79 % što je za 3 % više od predobrade s 1 %-tnom kiselinom i istim 
vremenom zadrţavanja, za ksilan je za otprilike 12 % veće u odnosu na najvećih 12,98 % u 
eksperimentu s istom koncentracijom kiseline i 1 minutom zadrţavanja i iznosi 24,77 %. 
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Izraĉunata efikasnost dobivanja arabinana pri 0,5 %-tnoj H2SO4 iznosi 33,95 % te je skoro 
dva puta veća od najmanje efikasnosti za 1 %-tnu kiselinu (1 minuta zadrţavanja) i za 
otprilike 9 % veća od najveće efikasnosti za istu koncentraciju kiseline. 
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Na temelju rezultata prikazanih u ovome radu mogu se izvući slijedeći zakljuĉci: 
1. Analizom pšeniĉne slame utvrĊen je slijedeći sastav: 43,70 % glukana, 21,83 % 
ksilana, 3,37 % arabinana, 0,27 % lignina topivog u kiselini, 1,65 % octene kiseline, 
0,85 % furana te 6 % pepela. 
 
2. Postupak predobrade pšeniĉne slame kod 210 °C i 20 bara uz vrijeme zadrţavanja od 
5 minuta i 0,5 % H2SO4 kao katalizatora, pokazao se kao najuspješniji jer su dobivene 
najveće ukupne koncentracije fermentabilnih šećera (13,89 % w/w) uz relativno mali 
udjel nusprodukata predobrade u tekućoj fazi hidrolizata. U ĉvrstoj fazi hidrolizata u 
tim uvjetima odreĊeno je 37,04 % glukana. Ostali šećeri kao i inhibitori fermentacije 
nisu detektirani u ĉvrstoj fazi.  
 
3. Produljenje vremena zadrţavanja uz povećanje koncentracije H2SO4 tijekom 
predobrade pšeniĉne slame povezano je sa smanjenjem udjela fermentabilnih šećera 
odnosno povećanjem udjela nusprodukata predobrade. 
 
4. Na osnovi rezultata ovog istraţivanja vidljivo je da je neophodno provesti daljnji 
postupak optimizacije procesa predobrade pšeniĉne slame s ciljem povećanja udjela 
fermentabilnih šećera u tekućoj fazi hidrolizata kako bi se taj hidrolizat mogao 
primijeniti u procesu proizvodnje bioetanola. 
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